Copy for the Elected Office (EO/US) PCT EP99 07613 

F TENT COOPERATION TREA 

'Vl J- 1 " - From the INTERNATIONAL BUREAU 



L PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 


To: 

BEHNISCH, Werner 

neinnara-oKun ra- vvyibc <v rdruicr uun 

Friedrichstrasse 31 

Postfach 44 01 51 

D-oO/bU Muncnen 

ALLEMAGNE 


Date of mailing (day/month/year) 

06 aout 2001 (06.08.01) 


Applicant's or agent's file reference 

P1 1700 Dr B/La 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 

PCT/EP99/07613 


International filing date (day/month/year) 

11 octobre 1999 (11.10.99) 



1. The following indications appeared on record concerning: 
|~X] theaDDlicant [xj the inventor j^j The agent | | the common representative 


Name and Address 

RUDOLPH, Rainer 
Kornerstrasse 37 
D-06114 Halle 
Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 

X the person X the name X the address Q the nationality Q the residence 


Name and Address 

SCiL PROTEINS GMBH 
Heinrich-Damerow Strasse 01 
06120 Halle 
Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No 


3. Further observations, if necessary: 

Applicant indicated in Box 1. has assigned his rights to applicant indicated in Box 2. 
RUDOLPH, Rainer is now applicant and inventor for US only. 


4. A copy of this notification has been sent to: 
j~X] the receiving Office Q The designated Offices concerned 
[ | the International Searching Authority [~X] The elected Office-; crvre- nrd 
| j tfu' international Preliminary t*aminin<] Authnnt, ! 1 ° tho ' 



Copy for the Elected Office (EO/US) 

xTENT COOPERATION TRE/ 



PCT EP99 07613 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANOb 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 


BEHNISCH, Werner 

Reinhard-Skuhra-Weise & Partner GbR 

Friedrichstrasse 31 

Postfach 44 01 51 

D-80750 Munchen 

ALLEMAGNE 


Date of mailing (day month year) 

12 April 2001 (12.04.01) 


Applicant's or agent's file reference 
P1 1700 Dr.B/La 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 

PCT/EP99/07613 


International filing date (day month/year) 

11 October 1999 (11.10.99) 



1. The following indications appeared on record concerning: 
[~X~j the appiicdiii j^J the inventor j^J the agent | | the common representative 


Name and Address 


State of Nationality 


State of Residence 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 

X the person the name [^] the address Q^j the nationality the residence 


Name and Address 

SCIL PROTEINS GMBH 
Heinrich-Damerow-Strasse 1 
06120 Halle 
Germany 


State of Nationality 

DE 


State of Residence 

DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


T eiepr inter No. 


3. Further observations, if necessary: 

Applicants RUDOLPH, Rainer et al have signed their rights to the above mentioned 
applicant, and therefore are designated as inventor/applicant for US only. 


4. A copy of this notification has been sent to: 
| X | The receiving Office 

| | the International Se ire^in<i Autho f !ty [ 

[ | the !".te<r,'3T.on V P. n- v- M . [ - •! A — ' *. 


the designated Offices concerned 
X [ t r < * .-n. ted 0^,< <>■. c.n. eined 



PCT/EP99/07613 

PATENT COOPERATION TRFATY 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 


To: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Wa<;hinaton D C 20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 

04 May 2000 (04.05.00) 




International application No. 

PCT/EP99/07613 


Applicant's or agent* s file reference 
P11700 Dr.B/La 


International filing date (day/month/year) 

11 October 1999(11.10.99) 


Priority date (day/month/year) 

09 October 1998 (09.10.98) 


Applicant 

RUDOLPH, nainer et ai 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

24 March 2000 (24.03.00) 



| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X | 

□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



L 



PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 





(PCT Article 36 and Rule 70) 
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Applicant's or agent's file reference 

PI 1700 Dr.B/La 


FOR FURTHER ACTION SeeNotificatlonofTransmi ttalonnternational Preliminary 

Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/EP99/07613 


International filing date {day/month/year) 

1 1 October 1999 (1 1. 10.99) 


Priority date {day /mo nth/year) 

09 October 1998 (09.10.98) 


international Patent C lassification (IPC) or national classification and IPC " 

C12N 15/12 


Applicant 


SCIL PROTEINS GMBH 





is iir^s ^^^z^*;r prepared by th,s 1 p — ^ e — g au^* 

This REPORT consists of a total of 5 sheets, including this cover sheet. 

J^ S nH?r h als ° K aCC K ° m P a r n ied u ^ ANNEXES, i.e., sheets of the description, cla ims and/or drawings wh,ch have been 

7 6 1 A 7 ,n 7 ; S ,° r ^ 1S and ' 0r SheCtS COntainm S "ctifications made before this Autho 2 (see Rule 

70 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). ^ { 



X 



These annexes consist of a total of 



. sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

c^n^K '~ -P - industrial upp„cab„ lt> . 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 


□ 


II 


□ 


III 


□ 


IV 

V 


□ 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



INTERNATIONAL PRELIM INARY EXAMINATION REPORT 
I. Basis of the report 

' VV,th regard t0 ,he elel "ents of the international application-' 

the international application as originally filed 
the description: 
pages 

■ 1 -24 

pages 

pages ' 



Internationa] application No. 

PCT/EP99/07613 



□ 



__ , filed with the letter of 



> as originally filed 

, filed with the demand 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



8,9 



. , as originally filed 

_ , as amended (together with any statement under Article 19 

_ , filed with the demand 



the drawings: 
pages 
pages 
pages 



, filed with the letter of 20 December 2000 (20. 12.2000) 



, as originally filed 



the sequence listing pan of the description: 

pages 

pages 

pages 



. , filed with the letter of 



, hied with the demand 



21-24 



. , filed with the letter of 



, as originally filed 

, filed with the demand 



U UK .anguage of a translation Wished for the purposes of international search (undeT^el^ ~ ^ " 

U the language of pub „ ca „ on of tne , nternanona| ^ ^ ^ 23. 1(b)). 

I 1 the language of the translation furnished for the n„™ r 

- 55-3). m ' Shed PUrp °^ S ° f ""ernational preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 

| 3 j^™^^ in «he intcmat.ona, application, the international 

LJ contained ,n the international application in written form 
LJ filed together with the international application ,n computer readable form 
LJ furnished subsequently to this Authority in written form 
LJ furnished subsequently to this Authority ,n computer readable form 

£S ,h " "* ™™ — — - i. -tica, , the wr,„en sequence „s,,n g has 

□ The amendments have resulted in the cancellat.on of: 

I 1 the description, pages 

CZ1 the claims, N'os. 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Intel^Wbnal application No 

PCT/EP 99/2^611 



\ Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 Statement 

Novelt\ (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-9 



1-9 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



(. nations and explanations 

F:eferen:e i s made tc the following document: 

E-l: EP-A-0 544 293 (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH ( DE ) ; LANG , 
BARTKE; NAUJOKS; RUDOLPH; STERN) 2 June 1993 (1993- 
06-02) , indicated in the application. 

Novelty and inventive step, PCT Article 33(2), (3) 



.Ce eitea prior dii does not disclose a oroeess for 
preparing a biologically active 2-NGE from its inactive, 
poorly soluble preform which can be obtained after 
recombinant preparation in procaryotes as per Claim 1. 

Claim 1 and its dependent "la; is 2-^ a v ~e * - . • > ... - ^- 

Even a pharmaceutical precara: : :o son t a i n 1 r. i - o - -jr : - ~ - * 
; • 2 2 2 as oe scribe 2 m Clan an 2 the as- cf 

recombinant proNGF, as described in Claim 9, could not oe 
derived from the cited prior art. Claims 8 and 9 should 
therefore also be reaardei as n t v ^ 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



InteMKnal application No. 

PCT/EP 99 /C 1 612 



things, of the mature B-NGF as well as a part of the 
protein sequence of the fi-NGF precursor. The difference 
between :iaim 1 and Dl is therefore that in Claim 1 the 
preform of fj-NGF i s used to prepare biologically active 15- 
NGF. Consequently, the problem is to provide an 
additional process for preparing biologically active 6- 



Tne cited pricr art does not offer any suggestion which 
would induce a person skilled in the art to prepare active 
fi-NGF from its inactive, poorly soluble proform that can 

be Obtained affpr rprnmhi n^nf- ^v~^»~,-.^^^^ _ 

^ ^j^c^^ o l- ±un J.H piucaryotes 

as per Claim 1. Claim 1 and its dependent Claims 2-7 
therefore appear to be inventive. 



moreover, there is nc suggestion which would induce a 
person skilled in the art to provide a pharmaceutical 
preparation as per Claim 8 cr to use recombinant proNGF as 
per Claim 9. Claims 8 and 9 should therefore also be 
regarded as inventive. 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
J^F DEM GEBIET DES PATENTVgl^NS 

• PCT 

INTER NATION ALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

P11700 Dr. B 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenbenchts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/ 07613 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat-'Jahr) 

11; 10; 1999 


(Fruhestes) Pnontatsdatum (Tag Monat Jahrl 

09; 10 1998 


Anmelder 

RUDOLPH, Rainer et al . 



Dieser Internationale Recherchenbencht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaR 
Artikel 18 uberrnittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro uberrnittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbencht umfaGt insgesamt __3 Blatter 

[5T] Daruber hmaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bencht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei 



Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die international Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
| X [ in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist 

f"X~| zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 

| | bei der Behorde nachtraglich in schnftlicher Form eingereicht worden ist 

| I bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 

| | Die Erklarung, daR das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

| | Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt 

| | Bestimmte AnspKiche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen {siehe Feld I) 
| | Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II) 



Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

| X | wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt 



-Lb'Uijrrj dc Zeichnungen 3: ~ * -ze r .\. 3 — "-"Visr :.: .*.. 
■a 1 ^ v o ^ A n nn e i q e f v ~) r q es c n ■ a a e n 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDU^^KgENSTANDES 

Mr 



Internationales Aktenzeichen 

T/EP 99/07613 



IPK 7 C12N15/12 



C14/48 



Nach der Internationalen Patentklassrfikation (IPK) oder nach der nationalen Klasstfikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassrfikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N C07K 



Recherchierte aber nichtzum Mindestprufstoff gehbrende Verbffenthchungen, sowert diese unterdie recherchierten G 



ebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsuftierte elektronrsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegnffe 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone 0 Bezeichnung der Verbffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



EP 0 544 293 A (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 
(DE); LANG; BARTKE; NAUJOKS; RUDOLPH; 
STERN) 2. Juni 1993 (1993-06-02) 
in der Anmeldung erwahnt 
Zusamnenfassung 
Seite 3, Zeile 45 -Seite 4, 
Seite 4, Zeile 54 -Seite 5, 
Seite 5, Zeile 24 -Seite 



Betr. Anspruch Nr 



1-7 



7, 



Zeile 34 
Zeile 23 
Zeile 1 



EP 0 786 520 A (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 
(DE); LANG; BARTKE; NAUJOKS; RUDOLPH; 
STERN) 30. Juli 1997 (1997-07-30) 
Zusamnenfassung 

Seite 3, Zeile 9 -Seite 4, Zeile 23 
Seite 5, Zeile 16 -Seite 7, Zeile 29 
Seite 13, Zeile 39,40 



-/■ 



1-7 



Wertere Verbffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



HI 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Verbffentlichungen 

'A" Verbffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen tst 

"E* atteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum verbffentlicht worden ist 

"L" Verbffentlichung, die geeignet ist, einen Priontatsanspruch zwetfelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verbffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbencht genannten Verbffentlichung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

Verbffenthchunn die s ic^ nuf erne mv;ndh~h P <-^« 0 ., r -,. .. , 



"T" Spatere Verbffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Pnorrtatsdatum verbffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundefiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

'X* Verbffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Verbffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tattgkert beruhend betrachtet werden 

"Y" Verbffentlichung von besonderer Bedeutung, die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verbffentlichung mit einer oder mehreren nnde^p" 



11. Februar 2000 



1 0. 03. 00 



■^;ime und p ostnnschrrft der Internationalen Rec nerch enben 



beite I von 2 



Kategone 0 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

# 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH All 



HENE UNTERLAGEN 



Internationales Aktenzeichen 

LT/EP 99/07613 



Beze 1C hnung der Veroffentlichung, sowed erforderlich unter Angabe der in Betracht 



kommenden Teile 



Betr Anspruch Nr 



SUTER U. ET AL.: "Two conserved domains 
in the NGF propeptide are necessary and 
sufficient for the biosynthesis of 
correctly processed and biological lv 
active NGF" 
THE EMBO JOURNAL, 

Bd. 10, Nr. 9, 1991, Seiten 2395-2400 
XP002095460 

in der Anmeldung erwahnt 

Zusammenfassung 

Seite 2399 



WO 97 28272 A (TECHN0L0GENE INC. (US) 
SGARLATO G.D. ) 7. August 1997 (1997-08- 
Seite 27, Zeile 24 -Seite 29, Zeile 21 
Seite 101, Zeile 11 -Seite 106; Bei spiel 6 



-07) 



i e i t e 



.-on 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffentiichungen, die zurselben Patentfamilie gehoren 



lm Recherchenbencht 
angefuhrtes Patentdokument 



5 



Internationales Aktenzeichen 

.CT/EP 99/07613 



Datum der 
Veroffentlichung 



Mitghed(er) d 
Patentfamilie 



Datum der 
Veroffentlichung 



n r 
u t 




A 
M 


to 


-Ub - 


1 QQ"3 


AT 
M 1 


1 1 A 


T 
1 


13 


i n 
- 1U - 


1 QQ7 


DE 


59208942 


D 


06 


-ii- 


1997 


EP 


0786520 


A 


30 


-07- 


1997 


JP 


2637392 


B 


06 


-08- 


1997 


JP 


9023883 


A 


28 


-01- 


1997 


JP 


2611102 


B 


21 


-05- 


1997 


JP 


6327489 


A 


29 


-11- 


1994 



EP 0544293 



02-06-1993 



EP 0786520 A 30-07-1997 



DE 


4139000 


A 


03 


-06- 


1993 


AT 


158814 


T 


15 


-10- 


1997 


DE 


59208942 


D 


06 


-11- 


1997 


EP 


0544293 


A 


02 


-06- 


1993 


JP 


2637392 


B 


06 


-08- 


1997 


JP 


9023883 


A 


28 


-01- 


1997 


JP 


2611102 


B 


21 


-05- 


1997 


JP 


6327489 


A 


29 


-11- 


1994 



W0 9728272 A 07-08-1997 US 5935824 A 10-08-1999 

AU 1847497 A 22-08-1997 
EP 0910658 A 28-04-1999 



VERTRAG ObA DIE INTERNATIONALE ZlJ^MMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNG 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmetders Oder Anwalts 
P11700 Dr.B/La 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des mternationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbenchts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/07613 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
1 1/10/1999 


Pnoritatsdatum (Tag/MonaVTag) 
09/10/1998 


Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/12 


Anmelder 






RUDOLPH, Rainer et al. 









1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 1 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



Grundlage des Berichts 
II Prioritat 

Ml '12 Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit. eriindensche Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV Mangelnde Einheitlichkeit der Erfmdung 

V ^ Begrundete Feststellung nach Artikel 35{2) hmsichtlich der Neuheit. der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII 12 Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 




INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/0761 3 



I. Grundlage des Berichts 

1 Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzbiatter, die dem Anmeideamt auf eine Aufforderung nach 
Artikef 14 bin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1-24 ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.: 

1-7 ursprungliche Fassung 

89 eingegangen am 20/12/2000 mit Schreiben vom 20/12/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1-8 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

21-24, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung. die fur die Zwecke der international Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Verbffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

^♦orr^+i^nqio ynriaufinp Prufuna auf der Gnjndlaqe des Seauenzprotokolls durchgefuhrt worden. das: 



Dei der Behorde nachtraglich in scnnftiicner Form eingereicht worden ist. 

rjp r B^hnrdp naohtraaltch in oomputerlesbarer Form eingereicht worden ist 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/0761 3 



Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behdrde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereicnten Fassung hinausgehen (Regei /0.2(c)). 

(Auf Ersatzbiatter, die soiche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1 . Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: Anspruche 1-9 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 1 -9 
Nein: Anspruche 



Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-9 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/0761 3 



Zu Punkt V 

Begriindete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: EP-A-0 544 293 (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH (DE); LANG; BARTKE; NAUJOKS; 
RUDOLPH; STERN) 2. Juni 1 993 (1 993-06-02) in der Anmeldung erwahnt 

Neuheit und Erfinderischer Schritt, Art. 33(2)(3) PCT 

Ein Verfahren zur Herstellung eines biologisch aktiven p-NGF aus seiner inaktiven schwer 
loslichen Proform erhaltlich nach rekombinanter Herstellung in Prokaryonten, gemaR 
Anspruch 1, ist aus dem zitiertem Stand der Technik nicht bekannt. Anspruch 1 sowie die 
davon abhangigen Anspruche 2-7 sind daher neu. Auch eine pharmazeutische 
Zubereitung enthaltend rekombinanten proNGF, wie in Anspruch 8 beschrieben, sowie die 
Verwendung von rekombinanten proNGF wie in Anspruch 9 beschrieben konnte dem 
zitiertem Stand der Technik nicht entnommen werden. Auch Anspruche 8 und 9 mussen 
daher als neu angesehen werden. 

D1 stellt den fur die vorliegende Anmeldung nachsten Stand der Technik dar. Besagtes 
Dokument (Beispiel 1-8) offenbart die Gewinnung von biologisch aktiven p-NGF aus einem 
in Prokaryonten rekombinant hergestellten Fusionsprotein enthaltend p-NGF. Besagtes 
Fusionsprotein besteht unter anderem aus dem reifen p-NGF sowie einem Teil der Pro- 
Sequenz des P-NGF-Precursors. Der Unterschied zwischen Anspruch 1 und D1 besteht 
somit darin, dal3 in Anspruch 1 von der Proform von P-NGF zur Gewinnung biologisch 
aktiven p-NGF ausgegangen wird. Die Aufgabe besteht daher in der Bereitstellung eines 
weiteren Verfahrens zur Herstellung von biologisch aktiven P-NGF. 

Im zitiertem Stand der Technik findet ^irh kpin Hinwpk r) n n Fn^m^n ., n K nn h^^ 



^owie jie uavon aohangigen Anspruche 2.-7 scheinen aaher erfinderisch 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/0761 3 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Weiter findet sich kein Hinweis, der den Fachmann veranlassen wurde eine 
pharmazeutische Zubereitung gemaG Anspruch 8 bereitzustellen oder rekombinanten 
proNGF gema3 Anspruch 9 zu verwenden. Auch Anspruche 8 und 9 mussen daher als 
erfinderisch angesehen werden. 



V 



20-12-2000 



PCT/EP99/07613 

Anmelder: RUDOLPH, Rainer et al 



EP 009907613 



Neue Anspruche 8 und 9 



8. Pharmazeutische Zubereitung, 
dadurch gekennzeichnet, daJ3 

sie rekombinanten proNGF als Wirkstoff enthalt. 

9. Verwendung von rekombinantem proNGF zur Herstellung eines Arzneimittels zur Be- 
handlung von Neuropathien. 



GEAENDERTES BLATT 



VERTRA 



UBER DIE INTERNATIONALE Z 
UF DEM GEBIET DES PATEN 



&AMMENARBEIT 
ENS 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 

REINHARD, SKUHRA, WE ISE & PARTNER G 
BR 

z.H. Behnisch, Wer 
Postfach 44 01 51 
D-80750 Munchen 
GERMANY 



Eingegang 

Tfceinhard • Skuhra • Wfe> 

1 h. Harz^2080 



3 n 

sise 




Frist /|0 . £T 



Erl 



PCT 



MITTEILUNG OBER DIE UBERMITTLUNG DES 
INTERN ATI ON ALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 

(Regel 44.1 PCT) 



TOgerfdedatum 



(T ag/Monat/Jahr) 



10/03/2000 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

P11700 Dr.B 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Punkte 1 und 4 unten 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/ EP 99/ 07613 



Internationales Anmeldedatum 
(T ap/Monat/Jahr) 



Anmelder 



RUDOLPH, Rainer et al. 

1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, daR der internationale Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit ubermittert wird. 
Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Artikel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der internationalen Anmeldung andern (siehe Regel 46): 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betragt ublicherweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim Internationalen Buro der WIPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-1 21 1 Genf 20, 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nahere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. I" - 1 Dem Anmelder wird mitgeteilt, daR kein internationaler Recherchenbericht erstellt wird und daR ihm hiermit die Erklarung nach 

Artikel 17(2)a) ubermittelt wird. 



3 I I Hinsichtiich des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40 2 wird 
' — ' dem Anmelder mitgeteilt, daR 

□ der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit semem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Internationalen Buro ubermittelt worden 
sind 

□ noch keine Entscheidung uber den Widerspruch vorliegt, der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde 

4. Weiteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die internationale Anmeldung vom Internationalen Buro veroffent- 
licht Will der Anmelder die Veroffentlichung verhindern oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben, so muR gemaR Regel 90 f 
bzw 9CT ts 3 vor AbschluR der technischen Vorbereitungen fur die internationale Veroffentlichung eine Erklarung uber die Zurucknah- 
me der internationalen Anmeldung oder des Priontatsanspruchs beim Internationalen Buro eingehen. 



Anrneiciung oder einer n acntragl ;cher A^sw j nier kI u fl y ajsyewan t a :>.• 
Kapitel II des Vertrages nicht verbmdlich ist 



■ c'r: a.jsqewar-Mt we r ae 



.^KUNGEN ZU FORMBLATT PCT/IS 



Diese Anmerkungen sollen gnjndlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gemaB Artikel 19 geben. Diesen Anmerkungen 
liegen die Erfordernisse des Vertrags uber die internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens (PCT), der Ausfuhrung 
ordnung und der Verwattungsvorschriften zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwischen diesen Anmerkungen und 
obengenannten Texten sind leiztere maRgebend Nahere Einzelheiten sind dem PCT-Lertfaden fur Anmelder, einer Veroffentlichung der 
WIPO, zu entnehmen. 



Die in diesen Anmerkungen verwendeten Begriffe "Artikel", "Regel" und "Abschnitt" beziehen sich jeweils auf die Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, der PCT-Ausfuhrungsordnung bzw. der PCT-Verwaltungsvorschriften. 

HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEMASS ARTIKEL 19 



Nach Erhalt des international Recherchenberichts hat der Anmelder die Moglichkeit, einmal die Anspruche der intemationaJen 
Anmeldung zu andern. Es ist jedoch zu betonen, daR, da alle Teile der internationalen Anmeldung (Anspruche, Beschreibung und 
Zeichnun^en) wahrend des intemationaJen vorlaufigen Prufungsverfahrens geandert werden konnen, normalerweise keine Notwendigkeit 
besteht, Anderungen der Anspruche nach Artikel 1 9 einzureichen, auGer wenn der Anmelder z.B. zum Zwecke eines vorlaufigen 
Schutzes die Veroffentlichung dieser Anspruche wunscht oder ein anderer Grund fur eine Anderung der Anspruche vor ihrer internationa- 
len Veroffentlichung vorltegt. Werterhin ist zu beachten, daB ein vorlaufiger Schutz nur in einigen Staaten erhaltlich ist. 



Welche Teile der internationalen Anmeldung konnen geandert werden? 

Im Rahmen von Artikel 19 konnen nur die Anspruche geandert werden. 

in der iniernationaien Phase konnen die Anspruche auch nach Ariikei 34 vor der mix der iniernationaien voriaufigen Prufung beauf- 
tragten Behorde geandert (oder nochmals geandert) werden. Die Beschreibung und die Zeichnungen konnen nur nach Artikel 34 
vor der mrt der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten Behorde geandert werden. 

Beim Eintntt in die nationaJe Phase konnen alle Teile der internationalen Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 
41 geandert werden. 



Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

InnerhaJb von zwei Monaten ab der Ubermittlung des internationalen Recherchenberichts oder innerhalb von sechzehn Monaten ab 
dem Prioritatsdatum, je nachdem, welche Frist spater aWauft. Die Anderungen gelten jedoch als rechtzeitig eingereicht, wenn sie 
dem Internationalen Buro nach Ablauf der maBgebenden Frist, aber noch vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fur die 
internationale Veroffentlichung (Regel 46.1) zugehen. 



Wo sind Anderungen nicht einzureichen? 

Die Anderungen konnen nur beim Internationalen Buro, nicht aber beim Anmeldeamt oder der Internationalen Recherchenbehorde 
eingereicht werden (Regel 46.2). 

Falls ein Antrag auf internationale vorlaufige Prufung eingereicht wurde/wird, siehe unten. 

In welcher Form konnen Anderungen erfolgen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer Anspruche, durch Hinzufugung eines oder mehrerer 
neuer Anspruche oder durch Anderung des Wortlauts eines oder mehrerer Anspruche in der eingereichten Fassung. 

Fur jedes Anspruchsblatt, das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprunglich eingereichten Blatt 
unterscheidet, ist em Ersatzblatt einzureichen. 

Alle Anspruche, die auf einem Ersatzblatt erschemen, sind mit arabischen Ziffern zu numeneren. Wird ein Anspruch gestrichen, so 
brauchen die anderen Anspruche nicht neu numenert zu werden. Im Fall einer Neunumerierung sind die Anspruche fortlaufend'zu 
numeneren (VerwaJtungsvorschnften, Abschnitt 205 b)) 

Die Anderungen sind in der Sprache abzufassen, in der die internationale Anmeldung veroffentlicht wird. 



Welche Unterlagen sind den Anderungen beizufugen? 
Begleitschreiben (Abschnitt 205 b)): 

Die Anderungen sind mit einem Begleitschreiben einzureichen 



n tiq t e 1 1 s c n r L' i D er i 



nationalen Anmeldungen in franzosischer Sprache abzufassen 



VERTRAQ UBER DIE INTERNATIONALE ZUfllMMENARBEIT 
^fcUF DEM GEBIET DES PATENT^^ENS 

PCT 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

P11700 Dr. B 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Obermittlung des international 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/1S A/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/ 07613 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

11/10/1999 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

09/10/1998 


Anmelder 

RUDOLPH, Rainer et al . 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gema3 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 


Dieser internationale Recherchenbericht umfaRt insaesamt 3 Blatter. 




E 


Daruber hinaus iiegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bet. 


1. 


Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 




n 


Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 




b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
[X] in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 






zusammen mit der internationalen Anmeldung in computeriesbarer Form eingereicht worden ist. 




□ 


bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 




□ 


bei der Behorde nachtraglich in computeriesbarer Form eingereicht worden ist. 




□ 


Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 




□ 


Die Erklarung, daR die in computeriesbarer Form erfaRten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 


2. 


□ 


Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I) 


3 


□ 


Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II) 


4 


Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 






wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 




□ 


wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



oigenae ADD?!dung de r Zeichnungen ist mit der Zjsammenfassung zu ve r 6f*entlic^en Abb Nr 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELS^GSGEGENST ANDES 

IPK 7 C12N15/12 C07K14/48 



Inte 



nternationales Aktenzeichen 

CT/EP 99/07613 



Nach der Internationalen Patentklassrfikation (IPK) oder nach der nationalen Klassrfikation und der IPK 



B. RECHERCHtERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassrfikation ssys tern und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N C07K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroffentlichungen, sowert diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsurberte elektronische Datenbartk (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Cl^±~ A U kl. 



EP 0 544 293 A (BOEHRI NGER MANNHEIM GMBH 
(DE); LANG; BARTKE; NAUJOKS; RUDOLPH; 
STERN) 2. Juni 1993 (1993-06-02) 
in der Anmeldung erwahnt 
Zusarmienfassung 

Seite 3, Zeile 45 -Seite 4, Zeile 34 
Seite 4, Zeile 54 -Seite 5, Zeile 23 
Seite 6, Zeile 24 -Seite 7, Zeile 1 

EP 0 786 520 A (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 
(DE); LANG; BARTKE; NAUJOKS; RUDOLPH; 
STERN) 30. Jul i 1997 (1997-07-30) 
Zusarmienfassung 

Seite 3, Zeile 9 -Seite 4, Zeile 23 
Seite 5, Zeile 16 -Seite 7, Zeile 29 
Seite 13, Zeile 39,40 



•/-■ 



1-7 



1-7 



Wertere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



0 Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand derTechnik definiert, 
aber nicht als besondere bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internattonalen 
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Priorrtatsanspruch zwerfelhaft er- 
scheinen zu lassen, oderdurch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die aus emem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Pnoritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nurzum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" VertSffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfindertscher Tatigkert beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung, die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfindenscher Tattgkeit beruhend betrachtet 



11. Februar 2000 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH 1 



rSEHENE UNTERLAGEN 



Interi 

# 



rnationales Aktenzeichen 

T/EP 99/07613 



Kategone 0 Bezeichnung der VerftffentJichung, sowert erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



SUTER U. ET AL.: "Two conserved domains 
in the NGF propeptide are necessary and 
sufficient for the biosynthesis of 
correctly processed and biologically 
active NGF" 
THE EMBO JOURNAL, 

Bd. 10, Nr. 9, 1991, Seiten 2395-2400, 
XP002095460 

in der Anmeldung erwahnt 

Zusammenfassung 

Seite 2399 

WO 97 28272 A (TECHN0L0GENE INC. (US); 
SGARLATO G.D.) 7. August 1997 (1997-08-07) 
Seite 27, Zeile 24 -Seite 29, Zeile 21 
Seite 101, Zeile 11 -Seite 106; Beispiel 6 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 


















I Internationales AKtenzei chen 


Angaben zu Verfiffentlichu^^^^ie zur seben Patentfamilie gehbren 




^^PCT/EP 99/07613 


Im Recherchenbericht 


Datum der 




Mitglied(er) der 




Datum der 


angefuhrtes Patentdokument 


Veroffentlichung 






Patentfamilie 




Veroffentlichung 


EP Ub44^yi A 


no nc i qqo 




Db 


A 1 i nnnn 

4iiyuuu 


A 

M 


uj ud- iyy o 








AT 


158814 


T 
1 


1 C_1f) 1 QQ7 

id- iu- iyy / 








DE 


59208942 


D 


06-11-1997 








bP 


U/ oDDcU 


A 


30-07-1997 








JP 


qcti o no 
COD/ 5vc 


D 
D 


UD UO 1:7:7 / 








J P 


QCiO QQQQ 

yu^iooo 


A 
M 


98_fi1 - 1 QQ7 








J P 


oc 1 1 i no 
£OlllU£ 


D 
D 


o 1 _nc _ 1 QQ7 

C 1 - UD - 1 3 7 / 








JP 


bo^/4oy 


A 
M 


?Q_1 1-1 QQd 
LJ 11 1 jj4 


EP U/obb^U A 


on n7 i qo7 

ou-u/ - iyy / 




Db 


/i 1 onnnn 

^loyuuu 


A 


fl^-fifi- 1 QQ3 
Uj~ UO - Ijjj 








AT 


158814 


T 
1 


1 1 fl- 1 QQ7 








DE 


59208942 


D 


06-11-1997 








EP 


0544293 


A 


02-06-1993 








JP 


2537392 


B 


06-08-1997 








JP 


9023883 


A 


28-01-1997 








JP 


2611102 


B 


21-05-1997 








JP 


6327489 


A 


29-11-1994 



W0 9728272 A 07-08-1997 US 5935824 A 10-08-1999 

AU 1847497 A 22-08-1997 
EP 0910658 A 28-04-1999 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTV^pENS 



Absender: 



* 

TERNA" 



MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 



BEHNISCH, Werner 

REINHARD, SKUHRA. WEIGH & PARTNER 



Postfach 44 01 51 
D-80750 Munchen 
ALLEMAGNE 



Eingegangen 

Reinhard • Skuhra • Weise 

1 7. Jan. 2001 



Frist 



Erl. 



PCT 



MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel 71.1 PCT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



16.01.2001 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
P11700 Dr.B/La 


WICHTTGE MITTEILUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/07613 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
11/10/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
09/10/1998 


Anmelder 

RUDOLPH, Raineretal. 



Dem Anmelder wird mitgeteilt, dafB ihm die mit der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 



2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen - dem Internationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikei 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 



1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 





Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 



siehe Mitteilung uberdie Ubersendung des internationalen 
vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



P11700 Dr.B/La 



WEITERES VORGEHEN 



Internationales Aktenzeichen 



Internationales Anme\deda\um (Tag/ Monat/Jahr) Prioritatsdatum (Tag/MonatfTag) 
1 1/10/1999 09/10/1998 



PCT/EP99/07613 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/12 



Anmelder 



RUDOLPH, Rainer et al. 

1. Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem iiegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde Iiegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 1 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I W Grundlage des Berichts 

II ■ Prioritat 

III - Kerne Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfindensche Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV Mangelnde Emheitlichkeit der Erfindung 

V ^ Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfindenschen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI L.j Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII U Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII : Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 







J) 





INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/0761 3 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzbiatter, die dem Anmeideamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, geften im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1-24 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1-7 ursprungliche Fassung 

8,9 eingegangen am 20/12/2000 mit Schreiben vom 20/12/2000 



Zeichnungen, Blatter: 

1-8 ursprungliche Fassung 



Sequenzprotokoli in der Beschreibung, Seiten: 

21-24, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Verdffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

ntornQtinprilp wo r I o i i f i no P rf;f Mprj if Hnr f^ri inrjlnnp Hpq Qoni ion7nrntn[<nllQ H \ ; rr h r\ of r "s h r+ mnrrfjnn Hoc- 
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Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

Aiiffaftftiinn dpr Rphorde nher den Offenbarunasaehalt in der ursDrunalich 

«y^»V^«w..w..— • - _ ~ - ' ^ 

eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzbtatter, die soiche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-9 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-9 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-9 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt V 

Begriindete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: EP-A-0 544 293 (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH (DE); LANG; BARTKE; NAUJOKS; 
RUDOLPH; STERN) 2. Juni 1993 (1993-06-02) in der Anmeldung erwahnt 

Neuheit und Erfinderischer Schritt, Art. 33(2)(3) PCT 

Ein Verfahren zur Herstellung eines bioiogisch aktiven P-NGF aus seiner inaktiven schwer 
loslichen Proform erhaltlich nach rekombinanter Herstellung in Prokaryonten, gemaB 
Anspruch 1 , ist aus dem zitiertem Stand der Technik nicht bekannt. Anspruch 1 sowie die 
davon abhangigen Anspruche 2-7 sind daher neu. Auch eine pharmazeutische 
Zubereitung enthaltend rekombinanten proNGF, wie in Anspruch 8 beschrieben, sowie die 
Verwendung von rekombinanten proNGF wie in Anspruch 9 beschrieben konnte dem 
zitiertem Stand der Technik nicht entnommen werden. Auch Anspruche 8 und 9 mussen 
daher als neu angesehen werden. 

D1 stellt den fur die vorliegende Anmeldung nachsten Stand der Technik dar. Besagtes 
Dokument (Beispiel 1-8) offenbart die Gewinnung von bioiogisch aktiven p-NGF aus einem 
in Prokaryonten rekombinant hergestellten Fusionsprotein enthaltend P-NGF. Besagtes 
Fusionsprotein besteht unter anderem aus dem reifen p-NGF sowie einem Teil der Pro- 
Sequenz des p-NGF-Precursors. Der Unterschied zwischen Anspruch 1 und D1 besteht 
somit darin, daB in Anspruch 1 von der Proform von p-NGF zur Gewinnung bioiogisch 
aktiven P-NGF ausgegangen wird. Die Aufgabe besteht daher in der Bereitstellung eines 
weiteren Verfahrens zur Herstellung von bioiogisch aktiven p-NGF. 



sowie die davon abhangigen Anspruche 2-7 scheinen daher erfinderisch 
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Weiter findet sich kein Hinweis, der den Fachmann veranlassen wurde eine 
pharmazeutische Zubereitung gemaB Anspruch 8 bereitzustellen Oder rekombinanten 
proNGF gemaB Anspruch 9 zu verwenden. Auch Anspruche 8 und 9 mussen daher als 
erfinderisch angesehen werden. 



20-12-2000 EP 009907613' 



PCT/EP99/0761: 
Anmelder: RUDOLPH, Rainer et al. 



Neue Anspriiche 8 und 9 



8. Pharmazeutische Zubereitung, 
dadurch gekennzeichnet, da!3 

sie rekombinanten proNGF als Wirkstoff enthalt. 

9. Verwendung von rekombinantem proNGF zur Herstellurig eines Arzneimittels zur Be- 
handlung von Neuropatbien. 
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(54) Title: METHOD FOR OBTAINING ACTIVE /?-NGF 



(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR GEWINNUNG VON AKTIVEM /?-NGF 



(57) Abstract 



The invention relates to a method for producing biologically active /7-NGF from the proform proNGF. After expressing the proform 
of the /?-NGF in a prokaryotic host cell, the recombinant protein is isolated in the form of insoluble inactive aggregates (inclusion bodies). 
After the solubilization thereof in a strong denaturing agent and the subsequent conversion thereof into the natural conformation, which is 
determined by the disulfide bridges present in the natural 0-NGF, biologically active /?-NGF is obtained by subsequently splitting-off the 
prosequence. 



(57) Zusammenfassung 



Beschrieben wird ein Verfahren zur Herstellung von biologisch nktivem .tf-NGF, ausgchend von der Proform proNGF. Nach 
Expression der Proform des fi-NGF in einer prokaryotischen Wirtszelle wird das rckombinante Protein in Form unloslicher, inaktiver 
Aggregate (Inclusion Bodies) isoliert. Nach deren Solubilisienmg in eincm starken Denaturicrungsmittel und anschlieBender Oberfuhruim 
in die natiirliche Konfonnation, die durch die im naturlichen 3-NGF vorhandenen DisulfidbrUcken bestimmt ist, wird dutch anschliefkrule 
Abspaltung der Prosequenz biologisch aktiver *3-NGF gewonnen. 
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Verfahren zur Gewinnung von aktivem B-NGF 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von [3-NGF durch Naturie- 
rung von denaturiertem, inaktiven proNGF und Abspaltung der Prosequenz. 

Nervenwachstumsfaktor ((3-NGF) ist ein neurotropher Faktor, der fur das Wachstum und das 
Uberleben von sympathischen und sensorischen Neuronen notwendig ist (Levi-Montalcini, R 
Science 237 (1987) 1154; Thoenen, H. et al., Physiol. Rev. 60 (1980) 1284; Yankner, B.A. et 
al., Annu. Rev. Biochem. 51 (1982) 845). {3-NGF unterstiitzt auBerdem Wachstum, 
DifFerenzierung und Vitalitat cholinerger Neuronen des zentralen Nervensystems (Hefti, F.J., 
J. Neurobiol. 25 (1994) 1418). Mogliche therapeutische Indikationen fur rekombinanten 
menschlichen Nervenwachstumsfaktor beinhalten periphere sensorische Neuropathien, z.B. bei 
Diabetes oder als mogliche Nebenwirkung bei der AIDS-Therapie. Weitere Indikationen fur 
rh-p-NGF stellen zentrale Neuropathien, z.B. die Alzheimersche Krankheit dar. Der 
Gedachtnisverlust wird hier durch den Verlust cholinerger Neuronen hervorgerufen. 

Menschlicher (3-NGF wird als Prapro-Protein translatiert. Dieses besteht aus 241 Amino- 
sauren. Das Prapeptid (18 Aminosauren) wird bei der Translokation ins endoplasmatische 
Retikulum (ER) abgespalten, das entstandene Proprotein wird anschlieBend N- und C-terminal 
prozessiert (Abspaltung der Prosequenz (103 Aminosauren) und der letzten beiden 
Aminosauren). Reifer humaner NGF besteht folglich aus 118 Aminosauren. Er ist homolog 
zum Maus-P-NGF und unterscheidet sich von diesem Protein lediglich durch 12 Amino- 
saureaustausche. Fur die Durchflihrung klinischer Studien oder einen moglichen Einsatz als 
Therapeutikum mussen groBe Mengen homogenen P-NGFs verfugbar sein. Eine naturliche 
Quelle groBerer Mengen dieses Faktors sind die Submaxillardriisen mannlicher Mause, Diese 
Praparationen sind jedoch heterogene Gemische verschiedener Dimerer und daher fur einen 
therapeutischen Einsatz ungeeignet. AuBerdem ist es wlinschenswert, Patienten die humane 
Form des Proteins zu verabreichen. Neurotrophe Faktoren sind aber nur in verschwindend 
geringen Konzentrationcn im menschlichen Gewebe vorhanden. 
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nur sehr gennge Proteinmengen und sind verhaltnismaBig teuer (Barnett, J et al., J 
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Neurochem. 57 (1991) 1052; Schmelzer, C.H. et al., J. Neurochem. 59 (1992) 1675; US 
5,683,894). 

Im Gegensatz dazu werden mit prokaryotischen Expressionssystemen groBe Mengen des 
gewiinschten Proteins erhalten. Bakterien sind jedoch im Gegensatz zu den eukaryotischen 
Expressionssystemen nicht in der Lage, die Vorlauferproteine korrekt zu prozessieren. Die 
Produktion rekombinanten B-NGFs fuhrt in Bakterien, wie haufig bei der Expression von 
rekombinanten Saugergenen, zum biologisch inaktiven Translationsprodukt, welches dann m 
aggregierter Form in der Zelle abgelagert wird (sog. inclusion Bodies" (IBs)). 

_. . . . —:r o xTric o.,,. ^^ortiopn TnHiKtion Bodies eelinet iedoch nur bei 

Die JNatunerung von icucm p-nvji. ~~.~>-- 0 — ~ - - 

sehr geringen Proteinkonzentrationen (unter 10 ug/ml) und bei sehr geringen Ausbeuten (bis 
ca 10 %). Solche Verfahren sind beispielsweise beschrieben in der EP-A 0 544 293, US- 
Patent 5 606,031, US-Patent 5,235,043 und WO 97/47735. Eine Naturierung iiber eine 
Sulfitolyse von neurotrophen Faktoren der NGF/BDNF-Familie wird in der WO 95/30686 
beschrieben. 

In der WO 97/47735 wird ein verbessertes Verfahren zur Naturierung von Proteinen 
beschrieben. In diesem Verfahren wird das inaktive Protein mit einer Losung eines Denatu- 
rierungsmittels in einer denaturierenden Konzentration in Gegenwart einer niedermolekularen 
Substanz, welche Thiolgruppen enthalt, gelost. Das geloste Protein wird anschlieBend aus der 
stark denaturierenden Losung in eine nicht oder nur schwach denaturierende Losung 
uberfuhrt, in welcher es eine biologisch aktive Konformation annimmt, wobei die Disulfid- 
bindungeii mit der Thiolkomponente gelost werden und im Protein intramolekular in der 
Weise neu gebildet werden, daB das Protein eine Konformation einnimmt, die biologische 
Aktivitat aufweist. Mit einem solchen verbesserten Verfahren kann fur B-NGF eine Natune- 
rungsaiisbeute von ca. 10% erhalten werden 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein verbessertes Verfahren zur Gewinnung von B- 
NGF zur Verfiigung zu stellen, welches einfach ist und aktiven NGF in hohen Ausbeuten 

liefert. 
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rekombinanter Herstellung in Prokaryoten. wobe, das Verfahren dadurch gekenn/.eichnet ist. 
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daB der proNGF in seiner inaktiven schwer loslichen Form mit einer Losung eines 
Denaturierungsmittels in einer denaturierenden Konzentration gelost wird, anschlieBend unter 
Erhalt der Loslichkeit in eine nicht oder schwach denaturierende Losung iiberfuhrt wird und 
dabei geloster denaturierter proNGF eine biologisch aktive {Conformation annimmt, die durch 
die im natiirlichen NGF vorliegenden Disulfidbriicken bestimmt ist und anschlieBend die Pro- 
sequenz abgespalten wird, wobei aktiver NGF erhalten wird, der isoliert werden kann. 

Es hat sich iiberraschenderweise gezeigt, daB die Prosequenz bei der Naturierung von inakti- 
vem P-NGF in vitro einen wesentlichen und positiven EinfluB auf das Naturierungsverfahren 
hat und es erfindungsgemafi moglich ist, die Renaturierung auf einfachste Weise 
durdizufuhren und dabei dennoch bisher nicht gekannte und fur moglich gehaltene Ausbeuten 
an naturiertem, aktiven P-NGF zu erhalten. 

Unter „proNGF" ist P-NGF zu verstehen, welcher am N-Terminus mit seiner Prosequenz 
verknupft ist. ErfindungsgemaB kann als Prosequenz entweder die gesamte Prosequenz (US- 
Patent 5,683,894; Ullrich, A. et al. Nature 303 (1983) 821; SWISS-PROT Protein Sequence 
Database No. P01138) oder Teile davon, vorzugsweise vollstandige Domanen, verwendet 
werden. Suter et al. (EMBO J. 10 2395 (1991)) haben die in vivo-Funktion des Propeptids 
von murinem P-NGF hinsichtlich der korrekten Sekretion in einem COS-7-Zellkultursystem 
naher untersucht. Dazu wurde die Prosequenz in fiinf Bereiche eingeteilt. Es wurden Mutanten 
hergestellt, in denen ein oder mehrere dieser Sequenzen deletiert wurden. Dabei wurde 
gefiinden, daB die Sequenzbereiche mit den Aminosauren -52 bis -26 ( TT Domane I") sowie -6 
bis -1 („Domane IP) fur die Expression und Sekretion von biologisch aktivem P-NGF essen- 
tiell sind. Domane I ist wichtig fur die Expression, wahrend Domane II die korrekte proteo- 
lytische Prozessierung bewirkt. Es hat sich iiberraschenderweise gezeigt, daB proNGF in 
analoger Weise wie P-NGF eine Aktivitat in vivo zeigt. proNGF kann damit ebenfalls als 
Therapeutikum verwendet werden. 

Inaktiver, schwer loslicher proNGF entsteht bei der Uberexpression des Proteins im Cytosol 
von Prokaryoten. Rekombinant hergestellter proNGF verbleibt dabei in unloslicher und 
aggregierter Form im Cytoplasma. Derartige Aggregate von Proteinen, deren Isolierung und 
Reiniaunp sind beispielsweise in Marston, F.A., Biochem. J. 240 (1986) 1 beschrieben. Zur 



WO 00/22119 



4 



PCT/EP99/07613 



Der ZellaufschluB kann durch ubliche Methoden durchgefuhrt werden, z.B. mittels Ukraschall, 
Hochdaickdispersion oder Lysozym (Rudolph, R. et al. (1997); Folding proteins. In: 
Creighton, T.E. (ed.): Protein Function; A Practical Approach. Oxford University Press, pp. 
57-99). Er wird vorzugsweise in einer zur Einstellung eines neutralen bis schwach sauren pH- 
Werts geeigneten Pufferlosung als Suspensionsmedium durchgefuhrt, wie z.B 0.1 mol/1 Tris- 
HC1. Nach ZellaufschluB werden die unloslichen Bestandteile (Inclusion Bodies) in beliebiger 
Weise abgetrennt, vorzugsweise durch Abzentrifiigieren oder Filtration nach einem oder 
mehreren Waschschritten, mit Agentien, die IBs nicht zerstoren, fremde Zellproteine jedoch 
moglichst losen, z.B. Wasser oder Phosphatpuffer, ggf. unter Zusatz milder Detergentien, wie 
Brij® AnschlieBend wird der unlosliche Anteil (Pellet) dem erfindungsgemaBen Verfahren zur 
Solubilisierung und Naturierung unterworfen. 

Als Denaturierungsmittel wird zweckmaBig ein fur die Solubilisierung von Inclusion Body 
Proteinen ublicherweise verwendetes Denaturierungsmittel eingesetzt. Bevorzugt werden 
Guanidiniumhydrochlorid und andere Guanidiniumsalze, wie z.B. Thiocyanat so wie HarnstofiF 
oder dessen Derivate, verwendet. Ferner konnen Gemische dieser Denaturierungsmittel 
verwendet werden. 

Die Konzentration des Denaturierungsmittels ist von der Art des Denaturierungsmittels 
abhangig und fur einen Fachmann ohne weiteres feststellbar. Die Konzentration des Denatu- 
rierungsmittels (denaturierende Konzentration) ist dann ausreichend, wenn eine vollstandige 
Solubilisierung des denaturierten schwer loslichen Proteins erreicht werden kann. Fur 
Guanidiniumhydrochlorid liegen diese Konzentrationen ublicherweise bei 3-8 mol/1, vor- 
zugsweise 5-7 .mol/1. Fur Harnstoff liegen die Konzentrationen ublicherweise bei 6-10 mol/1. 
Unter einer schwach denaturierenden Losung ist eine Losung zu verstehen, welche ein 
Denaturierungsmittel in einer Konzentration enthalt, welche die Verkniipfung der korrekten 
Disulfidbriicken im Protein und damit die Ausbildung der naturlichen Tertiarstruktur des 
Proteins ermoglicht. Vorzugsweise unterscheiden sich stark und schwach denaturierende 
Losungen in der Konzentration um den Faktor 100 oder mehr. 

Zur vollstandigen Monomerisierung der Inclusion Body Proteine ist es weiterhin vorteilhaft, 
wahrend der Solubilisierung zusatzlich ein Reduktionsmittel wie Dithiothreitol (DTT), 
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Nach der Solubilisierung wird vorzugsweise gegen eine Losung, welche ein Denaturierungs- 
mittel in einer denaturierenden Konzentration enthalt, dialysiert, um ggf. eingesetztes Reduk- 
tionsmittel zu entfernen. ZweckmaBig enthalt die Losung, gegen die dialysiert wird, das 
Denaturierungsmittel in der gleichen Konzentration wie die Denaturierungslosung. 

Die anschlieGende Naturierung nach dem erfindungsgemaBen Verfahren wird im neutralen bis 
alkalischen pH-Bereich durchgefuhrt, vorzugsweise zwischen pH 7 und 10, besonders 
bevorzugt im pH-Bereich zwischen 7.5 und 9.5. Als Pufferlosungen sind alle ublichen Puffer 
geeignet. Vorzugsweise werden dem Fachmann bekannte Puffer, wie z.B. Tris- oder Phos- 
phatpuffer, als Renaturierungspuffer verwendet. Zur Uberfuhrung des denaturierten Proteins 
in Renaturierungspuffer wird das solubilisierte Protein in den Renaturierungspuffer verdunnt 
oder gegen Renaturierungspuffer dialysiert. Dadurch wird das Denaturierungsmittel ebenfalls 
in seiner Konzentration so weit verdunnt (schwach denaturierende Losung), daB eine weitere 
Denaturierung des Proteins nicht mehr erfolgt. Bereits wahrend der anfanglichen Erniedrigung 
der Konzentration des Denaturierungsmittels kann ein NaturierungsprozeB erfolgen. Die 
Bedingungen fur die Uberfuhrung des Proteins in die nicht oder schwach denaturierende 
Losung mussen so gewahlt sein, daB das Protein im wesentlichen in Losung bleibt. 
ZweckmaBig kann dies durch eine langsame kontinuierliche oder eine schrittweise 
Verdunnung erfolgen. Dabei ist es bevorzugt, das Denaturierungsmittel so zu verdunnen, daB 
eine moglichst vollstandige Naturierung des Proteins erfolgt, oder das Denaturierungsmittel 
beispielsweise durch Dialyse nahezu vollstandig zu entfernen. 

Die Naturierung erfolgt vorzugsweise in Gegenwart von niedermolekularen Hilfsstoffen, 
welche die Ausbeute bei der Naturierung positiv beeinflussen. Derartige Hilfsstoffe sind 
beispielsweise in US-Patent 5,593,865 beschrieben. Besonders bevorzugt wird als 
niedermolekularer Hilfsstoff bei der Naturierung Arginin verwendet, zweckmaBig in einer 
Konzentration von 0.2 bis 1.5 M. 

Die Naturierung nach dem erfindungsgemaBen Verfahren erfolgt vorzugsweise unter Zusatz 
einer Thiolkomponente in reduzierter und oxidierter Form. Bevorzugt e Thiolkomponenten 
sind z.B. Glutathion in reduzierter (GSH) und oxidierter Form (GSSG), Cysteamin und 
Cystamin, Cystein und Cystin oder 2-Mercaptoethanol und 2-Hydroxyethyldisulfid. Zusatz 

' 1 ' ■ 1 ■• ■ r .... ... ■ v-.> A-whil^Mn- 

Polypeptidketten (Rudolph et al. 1W7, loc cit ) 
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Das erfindungsgemaGe Verfahren wird zweckmaBig wahrend der Naturierung bei niederen 
Temperaturen (vorzugsweise ca. 10°C) durchgeftihrt. Bei dem erfmdungsgemaBen Verfahren 
wird die Renaturierung wahrend einer Dauer von 0.5-5 h, bevorzugt von 1-2 h, durchgeftihrt. 

Zur Verhinderung der Oxidation des Reduktionsmittels durch Luftsauerstoff und zum Schutz 
freier SH-Gruppen ist es zweckmaBig, einen Komplexbildner, wie EDTA, vorzugsweise in 
einer Menge von 1-20 mM, besonders bevorzugt um ca. 10 mM zuzusetzen. 

Unter der ^Aktivitat von p-NGF" ist die biologische Aktivitat von p-NGF zu verstehen. 
Riologisch aktiver p-NGF liegt als Dimer vor. Die Aktivitat kann bestimmt werden nach dem 
DRG-Test (Dorsal Root Ganglionassay), Levi-Montalcini, R. et al, Cancer Res. 14 (1954) 49 
und Varon, S. et al., Meth. in Neurochemistry 3 (1972) 203. Dabei wird die Stimulierbarkeit 
und das Uberleben von sensorischen Neuronen aus dissoziierten Dorsalwurzelganglien aus 
Huhnerembryonen an Hand der Ausbildung von Neuriten untersucht. 

Die Prosequenz stellt eine vom reifen Protein getrennte Domane dar. Zwischen diesen 
Domanen befindet sich eine exponierte Proteasespaltstelle. Diese Spaltstellen lassen sich spe- 
zifisch mit geeigneten Proteasen schneiden. Trypsin beispielsweise schneidet nach basischen 
Aminosauren wie Lysin oder Arginin. In einem geeigneten Verhaltnis von proNGF zu Trypsin 
wird das korrekt gefaltete, mature Protein nicht von der Protease abgebaut Denaturierte 
Proteine und auch Faltungsintennediate hingegen exponieren Sequenzen, die dem Angiff der 
Protease erliegen. Fiir die Prozessierung von proNGF werden Proteasen mit Trypsin-ahnlicher 
Substratspezifitat bevorzugt. Diese Proteasen spalten das Protein, ohne den aktiven Teil des 
Proteinmolekuls abzubauen. Als Trypsin-ahnliche Proteasen kommen verschiedene Serin- 
Poteasen (z.B. Trypsin selbst oder y-NGF) in Frage. Bevorzugt wird Trypsin eingesetzt. Fiir 
die limitierte Proteolyse wird das Protein in einem Masse-Verhaltnis von 1:40 bis 1:2500 
(Verhaltnis Trypsin : proNGF) eingesetzt, bevorzugt wird ein Bereich von 1:40 bis 1:250. Die 
Proteolyse wird mit einer Inkubationszeit von 1 min - 24 h, bevorzugt 1 - 60 min bei einer 
Temperatur von 0°C bis 37°C, bevorzugt 0°C bis 20°C, durchgeftihrt. Als Puffer werden 
solche verwendet, die die Aktivitat der Protease nicht hemmen. Bevorzugt sind Phosphat- und 
Tris-Puffer im Konzentrationsbereich von 10-100 mM. Die limitierte Proteolyse wird im 



Sojabohnen-Trypsininhibitor, bevorzugt 1 mg auf 0 !-5 my Trypsin oder durch Hrniedrigung 
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des pH-Werts auf pH 2-3 durch Zugabe von Saure, bevorzugt HC1 (Rudolph, R. et al. (1997); 
Folding proteins. In: Creighton, T.E. (ed.): Protein Function: A Practical Approach. Oxford 
University Press, pp. 57-99, US Patent 5,683,894). 

Die folgenden Beispiele, Publikationen und Abbildungen erlautern die Erfindung, deren 
Schutzumfang sich aus den Patentanspruchen ergibt, wetter. Die beschriebenen Verfahren sind 
als Beispiele zu verstehen, die auch noch nach Modifikationen den Gegenstand der Erfindung 
beschreiben. 

Figur 1 zeigt das proNGF-Plasmidkonstrukt pETl la-proNGF fur die Expression 



extrakten des E. coli-Stammes BL21(DE3) pETl la-proNGF/pUBS520 vor 
bzw. nach Induktion sowie einer IB-Praparation (SDS-PAGE nach 
Laemmli, U.K., Nature 227 (1970) 680). U: Rohextrakt vor Induktion, I: 
Rohextrakt nach vierstundiger Induktion, P: IB-Pellet, S: loslicher 
Uberstand). 



von rekombinantem humanen proNGF. 



Figur 2 



zeigt eine Coomassie-Farbung eines SDS-PAGE-Gels (15 %) mit Roh- 



Figur 2a 



zeigt den EinfluQ des pH-Werts auf die Faltung von rh-proNGF bei 10°C in 
100 mM Tris/HCl, 1 M L-Arginin, 5 mM GSH, 1 mM GSSG, 5 mM EDTA. 
Die Proteinkonzentration betrug 50 j^g/ml, die Faltungsdauer 3 Stunden. 
Dargestellt sind die Durchschnittswerte aus zwei MeBreihen. 



Figur 2b 



stellt den Effekt unterschiedlicher L-Arginin-Konzentrationen auf die 
Faltung von rhpro-NGF dar. Es wurde bei einem pFI-Wert von 9.5 renatu- 
riert; die ubrigen Bedingungen waren identisch mit denen der bei der pH- 
Variation verwendeten. Dargestellt sind die Durchschnittswerte aus zwei 
MeBreihen. 



Figur 2c 



zeigt den EinfluB verschiedener GSH-Konzentrationen auf die Faltung von 
rh-pro-NGF. Die GSSG-Konzentration betrug 1 mM, die L-Arginin-Kon- 
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Figur 2d zeigt den EinfluB verschiedener GSSG-Konzentrationen auf die Renaturie- 

rung von rh-proNGF. Die GSH-Konzentration betaig 5 mM. Die restlichen 
Faltungsparameter waren identisch mit denen bei der GSH- Variation ver- 
wendeten. Dargestellt sind die Durchschnittswerte aus zwei MeGreihen. 

Figur 2e stellt den EinfluB verschiedener GdmCl-Gehalte auf die Ausbeute von nati- 

vem rh-proNGF dar. Der Gehalt an GSH bzw. GSSG betrug 5 mM bzw. 0.5 
mM. Die anderen Renaturierungsbedingungen waren identisch mit denen bei 
der GSSG- Variation benutzten. Dargestellt sind die Durchschnittswerte aus 
zwei MeBreihen. 

Figur 2f zeigt den Effekt unterschiedlicher Proteinkonzentrationen auf die Faltungs- 

ausbeute von rh-proNGF. Die GdmCl-Konzentration betrug in alien 
Ansatzen 200 mM. Alle anderen Faltungsparameter waren identisch mit 
denen bei der GdmCl- Variation verwendeten. Dargestellt ist eine MeBreihe. 

Figur 3 zeigt das Elutionsprofil der Reinigung von rh-proNGF mittels Kationen- 

Austauschchromatographie an Poros 20 HS (Perseptive Biosystems, 
Saulenvolumen 1.7 ml). 

Figur 4 zeigt ein SDS-PAGE-Gel (15 %, Silberfarbung nach Nesterenko, M.V. et 

al., J. Biochem. Biophys. Methods 28 (1994) 239) der Reinigung von rh- 
proNGF an Poros 20 HS (1: Auftrag rh-proNGF-Renaturat, 2: Durchlauf, 3: 
Fraktion 4 (66 bis 69 ml), 4: Fraktion 5 (69-72 ml), 5: Frakton 6 (72-75 ml), 
6: Fraktion 7 (75-78 ml), 7: Fraktion 8 (78-81 ml), 8: Fraktion 9 ( 81-84 
ml), 9: Fraktion 10 (84-87 ml)). 

Figur 5 zeigt das UV-Spektrum von rh-proNGF. 

Figur 6 zeigt ein EEX-HPLC-Elutionsdiagramm von rh-proNGF (Saulenmaterial: 

Poros 20 HS, 100 mm x 4.6 mm Saule, Fa. Perseptive Biosystems). 
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Figur 8 zeigt ein SDS-Gel (15 % Coomassie-Farbung) der limitierten Proteolyse von 

rh-proNGF mit Trypsin (M: 10 kDa-Marker, 1: rh-proNGF-Standard, 2: rh- 
3-NGF-Standard, 3: Masseverhaltnis Trypsin : rh-proNGF =1 : 40, 4: 1 ; 
100, 5: 1 : 250, 6; 1 ; 500, 7: 1 ; 1000, 8: 1 : 2000, 9: 1 : 2500, 10; Kon- 
trolle ohne Trypsin, mit STI). 

SEQ ED NO: 1 und 2 zeigen Oligonukleotide zur Konstruktion von pETl la-proNGF. 

SEQ ID NO: 3 zeigt die Nukleotidsequenz der cDNA von humanem proNGF sowie 

die Aminosauresequenz des Translationsprodukts. 

SEQ ID NO: 4 zeigt die Aminosauresequenz des Translationsprodukts. 

Beispiel 1 

Klonierung der proNGF-cDNA in einen Escherichia eoli-Expressionsvektor 

Fur die Klonierung des proNGF-Konstrukts wurde das T7-Expressionssystem von Novagen 
gewahlt (Studier, F.U. et al., J. Mol. Biol. 189 (1986) 113). Die fur proNGF codierende 
DNA-Sequenz steht unter der Kontrolle des starken T7 Transkriptionssignals. Als Wirtsstamm 
wird E. coli BL21 (DE3) verwendet. Das Chromosom enthalt das Gen fur die T7 RNA- 
Polymerase. Die Expression dieser RNA-Polymerase und damit des rh-proNGFs wird durch 
EPTG (Isopropyl-p-D-thiogaiactosid) induziert. 

Die cDNA fur humanen proNGF wurde durch PCR-Amplifikation aus dem Vektor pMGL- 
SIG-proNGF von Boehringer Mannheim erhalten (PL-Nr. 1905). Durch Mutageneseprimer 
wurde am 5'-Ende der fur proNGF codterenden DNA-Sequenz eine Ndel- und am 3'-Ende 
eine BamHI-Schnittstelle eingefuhrt. Das PCR-Produkt wurde in die Ndel/BamHI-Schnitt- 
stelle der multiplen Klonierungsstelle des Vektors pETl la (Novagen) inseriert (Fig. 1). 

Es wurden folgende Primer fur die PCR benutzt: 

Forward Primer „FwProNGF": 
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Reverse Primer „RevNGF„: 

5 - CC d GA TCC TTA TCA TCT CAC AGC CTT TCT AGA-3 ' (SEQ ID NO 2) 



Nach der Klonierung in den Vektor wurde die Nucleotidsequenz mittels DNA-Sequenzierung 
iiberpruft. 

Beispiel 2 

a) Expression von humanem proNGF in E. coli 

Fur die Anzucht des rekombinanten Bakterienstamms wurde eine Ubernachtkultur bereitet. 
Dazu wurde ein geeignetes Volumen LB-Medium mit 100 \xg/m\ Ampicillin und 50 p.g/ml 
Kanamycin versetzt. 

LB-Medium (1 I): 10 g Trypton, 

lOgHefeextrakt, 
SgNaCL 

Das Medium wurde mit einer Einzelkolonie beimpft und uber Nacht bei 37°C geschiittelt. 

Am nachsten Morgen wurde das gewiinschte Volumen 2xYT-Medium mit 100 ng/ml Ampi- 
cillin und 50 |ig/ml Kanamycin im Verhaltnis 1:100 (v/v) mit der Ubernachtkultur angeimpft. 
Die Kultur wurde bei 37°C und 200-250 rpm geschiittelt, bis eine OD 600 von 0.5-0.8 erreicht 
war. Danach wurde die Expression von proNGF mit 3 mM IPTG 4 h lang bei gleicher Tem- 
peratur induziert. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet und entweder 
sofort aufgeschlossen oder bei -70°C eingefroren. 



Stop Stop Arg Val Ala Lys Arg Ser 



2xYT-Medium (1 1): 17 g Trypton, 

10 g Hefeextrakt, 
5 g NaCl. 
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b) Isolierung der IBs 

Das rekombinante Protein fallt in den Bakterienzellen in aggregierter Form an. Die Prepara- 
tion dieser ^Inclusion Bodies" wurde durchgefuhrt nach Rudolph, R. et al. (1987): Folding 
Proteins. In: Creighton, T.E. (ed ): Protein function: A Practical Approach, pp. 57-99. 

Fur den ZellaufschluB wurden jeweils 5 g Zellpellet in 25 ml 100 mM Tris/HCl pH 7.0; 1 mM 
EDTA resuspendiert. Danach wurden 1.5 mg Lysozym pro g Zellfeuchtmasse hinzugegeben, 
30 min bei 4°C inkubiert und die Zellen anschlieBend mit dem Gaulin-ZellaufschluBgerat 
aufgebrochen. Dann wurden 3 mM MgCl 2 sowie 10 )ag/ml DNase zum Rohhomogenat 
gegeben und 30 min bei 25°C inkubiert. Nach dem DNase-Verdau wurden die unloslichen 
Zellbestandteile durch Zugabe von 0.5 Volumenanteilen 60 mM EDTA, 6% Triton X-100, 1.5 
M NaCl pH 7.0 und anschlieBende dreiBigminutige Inkubation bei 4°C solubilisiert. Die IBs 
wurden 10 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Sie wurden dann noch viermal mit je 100 ml 
100 mM Tris/HCl pH 7.0; 20 mM EDTA gewaschen und bei -20°C aufbewahrt. 

Aus 10 1 E. coli-KuItur (ca. 44 g Zellfeuchtmasse) wurden auf diese Weise reproduzierbar ca. 
4 g IB-Pellet erhalten. Die Praparationen enthielten stets etwa 90-95% rh-proNGF (Fig. 2). 

Beispiel 3 

a) Solubilisierung der IBs 

400 mg IB-Pellet wurden in 2 ml Solubilisierungspuffer (100 mM Tris/HCl pH 8.0; 6 M 
GdmCl; 100 mM DTT; 10 mM EDTA) suspendiert, 2 h bei 25°C inkubiert und 30 min bei 
13.000 rpm im Kuhlraum abzentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen 
und mit 1 M HC1 auf pH 3-4 gebracht. Das Solubilisat wurde dreimal gegen 300 ml 6 M 
GdmCl pH 4.0; 10 mM EDTA dialysiert, und zwar zweimal je 2 h bei 25°C und einmal uber 
Nacht im Kuhlraum (12°C; 16-18 h). Die Proteinkonzentration wurde dann nach der 
Bradford-Methode bestimmt (Bradford, M.M., Anal. Biochem. 72 (1976) 248). Die Kon- 
zentration an rh-proNGF betrug zwischen 40 und 50 mg/ml. 

f p • \ . vr r 

Solubilisaten wurden diese in verschiedene Renaturienjngspurter verdunnt. Zur Ermittlung der 
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optimalen Faltungsbedingungen wurden folgende Parameter in der angegebenen Reihenfolge 
variiert: 

a) Temperatur und Zeit, 

b) pH-Wert, 

c) Arginin-Konzentration, 

d) GSH/GSSG-Konzentration, 

e) GdmCl-Konzentration, 

f) Proteinkonzentration. 

Die Ergebnisse sind in Tabellen 1-2 sowieFig. 2a-f dargestellt. Die Menge an renaturiertem 
rh-proNGF in den Faltungsansatzen wurde mit RP-HPLC bestimmt. Dazu wurden zu 
bestimmten Zeiten je 925 jil der Faltungsansatze mit 75 [il 32%iger HCI versetzt und dadurch 
die Faltungsreaktion gestoppt. Fur die RP-HPLC- Analytik wurde eine Poros 10 Rl-HPLC- 
Saule und das HPLC-System Beckman Gold mit 125NM Solvent Module, 168 Detektor, 
Autosampler 507 und Auswertesoftware „Gold V 8.10" verwendet. Die erhaltenen Elutions- 
peaks wurden mit dem Programm „Peakfit", Version 2.01, gefittet. Zur quantitativen 
Bestimmung der Ausbeuten wurde eine Eichgerade mit gereinigtem, nativen rh-proNGF 
erstellt. Da die rh-proNGF-IBs sehr sauber waren, wurde bei der quantitativen Auswertung 
die zur Renaturierung eingesetzte Gesamtproteinmenge mit der von rh-pro-NGF gleichge- 
setzt. Bei den dargestellten MeBergebnissen handelt es sich um Durchschnittswerte aus je zwei 
Messungen. 

Tabelle 1 

Optimierung von Temperatur und Zeit bei der rh-pro-NGF-Faltung. Die Proteinkonzentration 
betrug in jedem Renaturierungsansatz 50 (ig/ml. Der Faltungspuffer bestand aus 

lOOmMTris/HCl pH 9.5, 
1 M L-Arginin, 
5 mM GSH, 
1 mM GSSG, 
5 mM EDTA. 



WO 00/22119 



13 



PCT/EP99/07613 



Die MeBreihen wurden mehrfach durchgefuhrt und mit einer Exponentialflinktion gefittet. 
Dargestellt sind die Durchschnittsergebnisse zweier Messungen. 



Temperatur [°C] 


Endausbeute [%] 


Plateau erreicht 
nach ca. 


Geschwindigkeits- 
konstante k [s 1 ] 


4 


25.8 


3.3 h 


2.596 x 10" 4 s' 1 


10 


29.0 


1.6 h 


4.865 x 10-V 


15 


22.4 


1.1 h 


6.399 x 10" 4 s" 1 


20 


12.0 


l.Oh 


1.065 x 10"V 


25 


11.4 


0.8 h 


1.935 x 10 -3 s' 1 



Tabelle 2 

Hier ist der EinfluB verschiedener GSH/GSSG (GSH = reduziertes Glutathion, GSSG = oxi- 
diertes Glutathion) auf die Faltung von rh-proNGF dargestellt. Als Renaturierungspuffer 
wurde 

100 mMTris/HCl pH 9.5, 
1 M L-Arginin, 
5 mM EDTA 

verwendet. Die Faltungsdauer betrug 3 h bei 10°C. In der Tabelle sind die einzelnen 
Faltungsansatze nach abnehmender Ausbeute geordnet. Angegeben sind die durchschnittlichen 
Ausbeuten aus zwei MeBreihen. 
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Nr. des Ansatzes 


GSH/GSSG-Verhaltnis [mM] 


Ausbeute [%] 


1 


5/0.5 


37.7 


2 


5/1 


35.0 


3 


5/5 


34.0 


4 


5/2.5 


33.1 


5 


1/1 


29.4 


6 


5/10 


27.6 


7 


5/20 


26.0 


8 


2.5/1 


22.1 


rv 


in/i 


21 2 


10 


1/5 


18.9 


11 


20/1 


10.9 


12 


0/1 


9.85 


13 


0/0 


0 


14 


5/0 


0 



c) Renaturierung von rh-proNGF im praparativen MaBstab 

Rh-proNGF wurde durch Verdunnung in Faltungspuffer (100 mM Tris/HCl pH 9.5; 1 M L- 
Arginin; 5 mM GSH; 0.5 mM GSSG; 5 mM EDTA) renaturiert. Dabei wurde bei einer 
Proteinkonzentration von 50 ug/ml gefaltet. Der Renaturierungsansatz wurde 3 h bei 10°C 
inkubiert. 



d) Reinigung mittels Ionenaustauschchromatographie 

Das Renaturat wurde gegen 10 1 50 mM Na-Phosphat pH 7.0; 1 mM EDTA (IEX-Puffer A) 
dialysiert und 30 min bei 20000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine Poros 20 
HS-Saule (1.7 ml) aufgetragen und mit einem linearen Salzgradienten eluiert (IEX-Puffer B: 
50 mM Na-Phosphat pH 7.0; 1 M NaCl; 1 mM EDTA). Das Protein eluiert bei 980 mM NaCl 
(Fig. 3). Nicht nativer rh-proNGF la(3t sich nur unter denaturierenden Bedingungen von der 
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Beispiel 4 

Charakterisierung von rh-proNGF 

a) Konzentrations- und Molekulargewichtsbestimmung mit 
UV-Spektralphotometrie 

Zur Konzentrationsbestimmung von rh-proNGF in den gereinigten Proben wurde ein UV- 
Spektaim von 240 bis 340 nm von gegen 50 mM Na-Phosphat pH 7.0; 1 mM EDTA dialy- 
sierten Proben gemessen ( Fig. 5, das Spektrum wurde aufgenommen mit einem Beckman DU 
640 Spectrophotometer). Die rh-proNGF-Konzentration der Probe wurde aus der Absorption 
bei 280 nm bestimmt. Fur die Berechnung wurde ein theoretischer molarer 
Extinktionskoeffizient von 25680 l/(molxcm) (berechnet nach Gill, S.C et al., Anal. 
Biochem. 182 (1989) 319) und das Molekulargewicht von 24869 Da pro Monomer (berechnet 
mit dem ExPASy-Programm „pI/Mw" und korrigiert fur drei Disulfidbrucken) 
zugrundegelegt. Die durch das Spektrum ermittelten Werte stimmten gut mit den durch die 
Bradford-Methode bestimmten Konzentrationen uberein. Die Molekulargewichtsbestimmung 
erfolgte mittels Elektrospray-Massenspektrometrie. Die theoretische Masse von 
rekombinantem proNGF betragt 24869 Da. Experiment ell wurden 24871 Da erhalten. 

b) Reinheitsanalyse und Molekulargewichtsbestimmung mit SDS-Polyacryl- 
amidgelelektrophorese 

Es wurden 15%ige Polyacrylamid-Gele verwendet. Die Proben enthielten jeweils 1% (v/v) 2- 
Mercaptoethanol. Rekombinanter humaner proNGF zeigt im SDS-Gel ein etwas hoheres 
apparentes Molekulargewicht als erwartet: ca. 30 kDa (statt 24.8 kDa) (Fig. 2). 

c) Reinheitsanalyse mit IEX-HPLC 

24 |ig (50 ]i\ einer Probe mit 0.48 mg/ml rh-proNGF) Protein wurden auf eine mit 50 mM Na- 
Phosphat pH 7.0; 1 mM EDTA aquilibrierte Poros 20 HS-Saule aufgetragen (125 x 4 mm) 
und bei einer FIuBrate von 5 ml/min mit einem linearen Gradienten von 0 bis 100 % B (B = 50 
mM Na-Phosphat pH 7.0; 2 M NaCl; 1 mM EDTA) in 10 Minuten eluiert (Fig. 6). Zur 
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d) Reinheitsanalyse mit RP-C4-HPLC 

3.1 jig rh-proNGF (15 jj rh-proNGF mit einer Koozentration von 0.21 mg/ml) wurden auf 
eine mit 0.13% (v/v) TFA aquilibrierte Poros 10 Rl-Saule (100 mm x 4.6 mm, Perseptive 
Biosystems) aufgetragen. Das Protein wurde bei einer FIuBrate von 0.8 ml/min mit einem 
nicht-linearen Gradienten innerhalb von 33 min eluiert (0-4 min: 6%B; 4-9 min: 6-30%B; 9-24 
min: 30-69%B; 24-25 min: 69-100%B; 25-30 min: 100%B). Als Laufmittel B wurde 0.1% 
(v/v) TFA in 80% (v/v) Acetonitril verwendet. Zur Detektion wurde die Absorption bei 220 
nm herangezogen (Beckman „Gold ,, -HDPLC-System mit Auswertesoftware „Gold V 8.10"). 
Nativer rh-proNGF eluierte in einem einzigen Peak bei einer Retentionszeit von 14.28 min 
(Fig. 7). 

e) N-terminale Sequenzanalyse 

Fur die N-terminale Sequenzanalyse wurden die mittels RP-HPLC grob gereinigten, solubili- 
sierten IBs verwendet. Die N-terminale Sequenz wurde mit einem Applied Biosystems 476A 
Protein Sequencer bestimmt. Es wurde folgende Aminosauresequenz erhalten: 

H 2 N-Met-Glu-Pro-His-Ser-Glu-Ser-Asn-Val 

f) Biologische Aktivitat des rekombinanten humanen proNGF 

Die physiologische Aktivitat von rh-proNGF wurde mit dem DRG-Test (= dorsal root 
ganglion assay) uberpriift (Levi-Montalcini, R. et al. Cancer Res. 14 (1954) 49; Varon, S. et 
al., Meth. in Neurochemistry 3 (1972) 203). Dabei wird die Stimulierbarkeit und das 
Uberleben von sensorischen Neuronen aus dissoziierten Dorsalwurzelganglien von 7-8 Tage 
alten Huhnerembryonen anhand der Ausbildung von Neuriten untersucht. Die rh-proNGF- 
Probe wurde mit Kulturmedium auf Konzentrationen von 0.019 bis 20.00 ng/ml eingestellt. Es 
wurden 15000 Neuronen pro Testansatz eingesetzt. Nach 48-stundiger Inkubation bei 37°C 
wurde die Zahl der uberlebenden Zellen bestimmt. Als Referenz wurde eine Ldsung von rh-p- 
NGF mit bekannter Konzentration hinzugezogen. Bei der quantitativen Auswertung bezieht 
man sich auf den sogenannten EC 50 -Wert, d.h. derjenigen NGF-Konzentration, bei der die 
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so ergibt sich fur reifen rh-P-NGF eine etwa doppelt so groBe biologische Aktivitat wie fur rh- 
proNGF. 



a) Gewinnung von biologisch aktivem, reifen rh-P-NGF durch limitierte Proteolyse von 
rh-proNGF 

Menschlicher proNGF besitzt als letzte Aminosaure der Prosequenz ein Arginin. Daher kann 
in vitro aus dieser Vorstufe durch limitierte Proteolyse mit Proteasen geeigneter Substrat- 
spezifitat wie beispielsweise Trypsin reifer rh-p-NGF erhalten werden. 

500 ill gereinigter rh-proNGF wurde gegen 50 mM Tris/HCl pH 8.0 dialysiert. Nach der 
Dialyse wurde mittels Aufnahme des UV-Spektrums eine Proteinkonzentration von 0.49 
mg/ml gemessen. Pro Verdau-Ansatz wurden 20 jig proNGF eingesetzt. Davon wurden nach 
der Proteolyse 3 |ig (entspricht 6 mittels SDS-PAGE analysiert. Als Trypsin-Stamm- 
losungen wurden 0.1 jig/ml bzw. 0.01 jag/ml verwendet Die Konzentration des Sojabohnen- 
Trypsin-Inhibitors (STI) betrug 1 mg/ml. Beide Proteine lagen als Lyophilisate vor (Hersteller: 
Boehringer Mannheim bzw. Sigma) und wurden in obigem Puffer gelost. 

Fur die limitierte Proteolyse wurden unterschiedliche Trypsin/rh-proNGF-Masseverhaltnisse 
eingesetzt (s. Tabelle 3). Nach dreiBigminutiger Inkubation auf Eis wurde die Reaktion mit je 
5 jag STI abgestoppt. Als Kontrolle wurde rh-proNGF ohne Zugabe von Protease ebenfalls 
auf Eis inkubiert und anschlieBend mit STI versetzt. 



Beispiel 5 



WO 00/22119 PCT/EP99/07613 



Tabelle 3 



Verhaltnis 
Trypsmrrh-proNGF 


M(Trypsin) [ 


V(Trypsin) 


V(rh-proNGF) 
] 


V(STI) [nl] 


1 • ACS 

1 . 40 


0.3 


5 (U. 1 jig/ml) 


40 


5 


1 : 100 


0.2 


2(0.1 ng/ml) 


40 


5 


1 : 250 


0.08 


0.8(0.1 ^ig/ml) 


40 


5 


1 : 500 


0.04 


4 (0.01 ng/ml) 


40 


5 


1 : 1000 


0.02 


2 (0.01 ng/ml) 


40 


5 


1 : 2000 


0.01 


1 (0.01 |ag/ml) 


40 


5 


I : 2500 


0.008 


0.8 (0.01 ng/ml) 


40 


5 


Kontrolle 






20 


2.5 



g) Analyse der Spaltprodukte durch N-terminale Sequenzierung 

Die Verdauansatze mit einem Massenverhaltnis Trypsin : rh-proNGF von a) 1 : 40; b) 1: 100 
und c) 1 : 250 wurden durch N-terminale Sequenzierung naher untersucht. In der Bande bei 
13 kDa fanden sich mehrere Spezies (Figur 8): 

N-Terminus 1: Met" 104 .. 
N-Terminus 2: Val" 35 .. ; 
N-Terminus 3: Ser\..(reifer rh-P-NGF), 
N-Terminus 4: Gly 10 .. 

Diese Peptide waren in den verschiedenen Ansatzen in unterschiedlichem AusmaB vorhanden. 

Ansatz a): N-Terminus 2 : N-Terminus 3 ; N-Terminus 4 = 4:5:2. 
Ansatz b): N-Terminus 2 : N-Terminus 3 = 1: 1; N-Terminus 4 in Spuren. 

Ansatz c) wurde zusatzlich mittels RP-C3-HPLC analysiert (Saule: Nucleosil 500-5 C3-PPN; 
125mm x 4 mm). Dabei fanden sich zwei Peaks: Peak 1 (12.32 min): N-Terminus 1; Peak 2 
(14.88 min)- N-Terminus 2 und N-Terminus 3 im Verhaltnis 2 : 3. 



1:250 (Trypsin : rh-proNGF) mit Trypsin versetzt. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert. 



WO 00/22119 



19 



PCT/EP99/07613 



Danach wurde die Protease mit einem 40-fachen MasseuberschuB an Sojabohnen-Tryp- 
sininhibitor desaktiviert Der Spaltansatz wurde gegen 50 mM Natriumphosphat pH 7.0; 1 
mM EDTA dialysiert und anschlieBend auf eine Kationen-Austauschersaule (1.7 ml Poros 20 
HS; Perseptive Biosystems) aufgetragen. Das Spaltprodukt eluierte in einem einzigen Peak in 
einem linearen Salzgradienten von 0 bis 2 M NaCl. Die Eiution bei einer Salzkonzentration 
von etwa 840 mM NaCl entsprach derjenigen von maturem rh-p-NGF in einem 
Kontrollexperiment. Die Ausbeute an gereinigtem Spaltprodukt betrug 17%. 

Die biologische Aktivitat des gereinigten Spaltprodukts wurde mittels DRG-Assay getestet. 
Diese stimmte mit der Aktivitat von reifem rh-p-NGF uberein (Tab. 4). 



Tabelle 4 



Spezies 


ECso-Wert [pg/ml] 


rh-p-NGF 


110 


rh-P-NGF, hergestellt durch limitierte 
Proteolyse von rh-proNGF 


171 
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Patcntanspruche 



1. Verfahren zur Herstellung eines biologisch aktiven B-NGF aus seiner inaktiven schwer 
loslichen Profonn, erhaltlich nach rekombinanter Herstellung in Prokaryonten, dadurch 
gekennzeichnet, daB proNGF in seiner inaktiven schwer loslichen Form mit einer 
Losung eines Denaturierungsmittels in einer denaturierenden Konzentration gelost 
wird, anschlieBend unter Erhalt der Loslichkeit in eine mcht oder schwach denaturie- 
rende Losung uberflihrt wird und dabei denaturierter proNGF eine biologisch aktive 
Konformation annimmt, die durch die im natiirlichen P-NGF vorliegenden Disulfid- 
briicken bestimmt ist, und anschlieBend die Pro-Sequenz abgespalten wird, wobei akti- 
ver P-NGF erhalten wird, der isoliert werden kann. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die nicht oder schwach 
denaturierende Losung Arginin enthalt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Arginin- Konzentration 
0,2 bis 1,5 mol/1 betragt. 

4. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Naturierung 
in Gegenwart einer Thiolkomponente in reduzierter und oxidierter Form erfolgt. 

5. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 4,dadurch gekennzeichnet, daB die Abspaltung 
der Pro-Sequenz durch eine Protease erfolgt, welche eine Substratspezifitat zur Spal- 
tung nach der Aminosaure Arginin besitzt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB als Protease Trypsin verwen- 
det wird. 

7. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB als Denaturie- 
rungsmittel Guanidiniumhydrochlorid oder Harnstoff verwendet wird. 
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Fig. 2 
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Fig. 2a 

pH-Optimierung 
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pH-Wert 



Fig. 2b 

Arginin-Optimierung 
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Fig. 2c 
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Fig. 2d 

Variation der GSSG-Konzentration (c(GSH) = 5 mM) 
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Fig. 2e 

Optimierung der GdmCI-Konzentration 
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Fig. 2f 

Optimierung der Proteinkonzentration 
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Fig. 3 



Elutionsprofil der Reinigung von rh-proNGF an Poros 20 HS 
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Fig. 4 
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Fig. 5 

UV-Spektrum rh-proNGF 
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Fig. 6 
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Fig. 7 
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Fig. 8 
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SEQUENZPROTOKOLL 




<110> Rudolph, Prof. Dr. Rainer 

<120> Verfahren zur Gcwinnung von aktivem beta-NGF 

<130> P11700 

<140> 
<141> 

<150> EP 98119077.0 
<151> 1998-10-09 

<160> 4 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung cier kunstlichen Sequenz: desc =* 
Forward Primer - FwProNGF" 

<400> 1 

cggaattcca tatggaacca cactcagaga gc 32 



<210> 2 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: desc = 
Reverse Primer - RevNGF 



<400> 



ccggatcctt atcatctcac agcctttcta ga 



32 
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<220> 
<221> CDS 
<222> (1 ) . . ( 572) 

<400> 3 

atg gaa cca cac tea gag age aat gtc cct gca gga cac acc ate ccc 48 

Met Glu Pro His Ser Glu Ser Asn Val Pro Ala Gly His Thr He Pro 
15 10 15 

caa gtc cac tgg act aaa ctt cag cat tec ctt gac act gec ctt cgc 96 
Gin Val His Trp Thr Lys Leu Gin His Ser Leu Asp Thr Ala Leu Arg 
20 25 30 

aga gec cgc age gec ccg gca gcg gcg ata get gca cgc gtg gcg ggg 144 
Arg Ala Arg Ser Ala Pro Ala Ala Ala He Ala Ala Arg Val Ala Gly 
35 40 45 

cag acc cgc aac att act gtg gac ccc agg ctg ttt aaa aag egg cga 192 
Gin Thr Arg Asn He Thr Val Asp Pro Arg Leu Phe Lys Lys Arg Arg 
50 55 60 

etc cgt tea ccc cgt gtg ctg ttt age acc cag cct ccc cgt gaa get 240 
Leu Arg Ser Pro Arg Val Leu Phe Ser Thr Gin Pro Pro Arg Glu Ala 
65 70 75 80 

gca gac act cag gat ctg gac ttc gag gtc ggt ggt get gec ccc ttc 288 
Ala Asp Thr Gin Asp Leu Asp Phe Glu Val Gly Gly Ala Ala Pro Phe 
85 90 95 

aac agg act cac agg age aag cgc tea tea tec cat ccc ate ttc cac 336 
Asn Arg Thr His Arg Ser Lys Arg Ser Ser Ser His Pro He Phe His 
100 105 HO 

agg ggc gaa ttc teg gtg tgt gac agt gtc age gtg tgg gtt ggg gat 384 
Arg Gly Glu Phe Ser Val Cys Asp Ser Val Ser Val Trp Val Gly Asp 
115 120 125 

aag acc acc gec aca gat ate aag ggc aag gag gtg atg gtg ttg gga 432 
Lys Thr Thr Ala Thr Asp He Lys Gly Lys Glu Val Met Val Leu Gly 
130 135 140 

gag gtg aac att aac aac agt gta ttc aaa cag tac ttt ttt gag acc 480 
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# 



170 175 



tea aag cac tgg aac tea tat tgt acc acg act cac ace ttt gtc aag 576 
Ser Lys His Trp Asn Ser Tyr Cys Thr Thr Thr His Thr Phe Val Lys 
180 185 190 

gcg ctg acc atg gat ggc aag cag get gec tgg egg ttt ate egg ata 624 
Ala Leu Thr Met Asp Gly Lys Gin Ala Ala Trp Arg Phe lie Arg lie 
195 200 205 

gat acg gec tgt gtg tgt gtg etc tct aga aag get gtg aga tga taa 672 
Asp Thr Ala Cys Val Cys Val Leu Ser Arg Lys Ala Val Arg 
210 215 220 



<210> 4 
<211> 222 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 4 

Met Glu Pro His Ser Glu Ser Asn Val Pro Ala Gly His Thr lie Pro 
15 10 15 

Gin Val His Trp Thr Lys Leu Gin His Ser Leu Asp Thr Ala Leu Arg 
20 25 30 

Arg Ala Arg Ser Ala Pro Ala Ala Ala lie Ala Ala Arg Val Ala Gly 
35 40 45 

Gin Thr Arg Asn lie Thr Val Asp Pro Arg Leu Phe Lys Lys Arg Arg 
50 55 60 

Leu Arg Ser Pro Arg Val Leu Phe Ser Thr Gin Pro Pro Arg Glu Ala 
65 70 75 80 

Ala Asp Thr Gin Asp Leu Asp Phe Glu Val Gly Gly Ala Ala Pro Phe 
35 90 95 

Asn Arg Thr His Arg Ser Lys Arg Ser Ser Ser His Pro lie Phe His 
100 105 110 

Arg Gly Glu Phe Ser Val Cys Asp Ser Val Ser Val Trp Val Gly Asp 
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GIu Val Asn lie ^H Asn Ser Vdl ?he h Y s Gln T Y r P^J^e Giu Thr 

145 150 155 160 

Lys Cys Arg Asp Pro Asn Ser Val Asp Ser Gly Cys Arg Gly He Asp 
165 170 175 

Ser Lys His Trp Asn Ser Tyr Cys Thr Thr Thr His Thr Phe Val Lys 
180 185 190 

Ala Leu Thr Met Asp Gly Lys Gin Ala Ala Trp Arg Phe He Arg He 
195 200 205 



Asp Thr Ala Cys Val Cys Val Leu Ser Arg Lys Ala Val Arg 
210 215 220 
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